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repulsion-hydrophilic interaction chromatography） 
ESI：エレクトロスプレーイオン化（electro-spray Ionization） 
FWHM：全半値幅（full width at half maximum） 
H：理論段高（theoretical plate height） 
HIC：疎水性相互作用クロマトグラフィー(hydrophobic interaction chromatography) 
HILIC：親水性相互作用液体クロマトグラフィー（hydrophilic interaction liquid 
chromatography） 










N：理論段数（theoretical plate number） 









SCX：強カチオン交換クロマトグラフィー（strong cation exchange 
chromatoguraphy） 
SDS：ドデシル硫酸ナトリウム（sodium dodecyl sulfate） 
SEC：サイズ排除クロマトグラフィー（size exclusion chromatography） 
SIM：選択イオンモニタリング法（selected ion monitoring） 
SRM：選択反応モニタリング法（selected reaction monitoring） 




UHPLC：超高圧液体クロマトグラフィ （ーultra high pressure liquid chromatography） 
UPTMS：ウレイドプロピルトリメトキシシラン（ureidopropyltrimethoxysilane） 
UV：紫外分光光度計（ultraviolet spectrophotometer） 
WCX：弱カチオン交換クロマトグラフィ （ーweak cation exchange chromatography） 
1D-LC：一次元液体クロマトグラフィー（one-dimensional liquid chromatography） 























り，汎用の HPLC システム（以降，圧力上限（Pmax） = 20 MPa 以下で操作する
HPLC システムと定義）を用いた分離性能の向上には限界があった。近年，100 
MPa を超える高圧にも耐えうる特殊な装置が開発され，粒子径（dp） = 2 μm 以
下の粒子充填型カラムを用いた超高圧液体クロマトグラフィー（UHPLC）が実
用化された[1]-[4]。UHPLC においては，dp = 1.5 μm の粒子を充填したキャピラ
リーカラムを使用することによりホールドアップ時間（t0） = 140 s において理
論段数（N） = 160,000 を発現させた報告がある[4]。2004 年以降，多くのメーカ








































宮本らは，100 μm 内径（I.D.），長さ 0.9 – 4.4 m の長い C18 修飾モノリス型シ
リカキャピラリーカラムを，汎用 HPLC 条件下で用いることにより，t0 = 5 – 40 
min において N = 100,000 – 500,000 を得ることが可能であり，更にはそれらの長
いカラムを複数連結して長さ 11.3 – 12.4 m のカラムとすることにより，多環芳
香族化合物群に対して N = 1,000,000（t0 = 150 min，k = 2.4）の発現が可能である
ことを報告した[24]。また，岩崎らは，当メートル長モノリス型シリカキャピラ
リーカラムを用いた応用検討として，100 μm I.D.，長さ 3.5 m の C18 修飾モノリ
ス型シリカキャピラリーカラムを用いた nanoLC-ESI-MS システムによる
Escherichia coli プロテオーム解析を実施し，41 h の長時間グラジエント溶出によ









































の活用や，一般に用いられる RPLC に対して直交性を有する IEC および HILIC
のような分離モードの相補的な活用，更にはそれらを組み合わせた二次元液体
クロマトグラフィー（2D-LC）による高いピークキャパシティー（PC）の実現
が求められる。PC とは，一分析で分離度（Rs） = 1 を達成しながら収容できる
最大のピーク数であり，粒子充填型カラムを用いた汎用HPLCのPC は 通常 100 
- 200 /h 程度で，UHPLC においては PC = 300 /h を得ることが可能であることが
報告されている[38][39]。一次元目から溶出した全ての分画を二次元目で分析す
る完全 2D-LC における全体の PC は各次元の PC の積で表されるため，理想的な
2D-LC を組み立てることができればその値は非常に大きな値となる。Jorgenson
らが先駆実施した IEC - RPLC 系の完全 2D-LC では，二次元目の RPLC において
複数のカラムを用いる複雑なシステムにおいて PC = 512 /100 min を実現してい











次元目において高速分離が求められる。汎用的な 5 μm 粒子充填型カラムは高速
領域において固定相中での溶質拡散の遅れが顕著に現れるため，性能低下が大









IEC - RPLC の組み合わせは，直交性の面でその他の分離モード（HILIC 等）と


























とから，特に HILIC および IEC 用の新規固定相をモノリス型シリカキャピ
ラリー内に調製し，それらのカラムの特性評価を行った。 





















に対して，その理論段高（H）をプロットした（van Deemter plot，Figure 1-1-1）。

























次に，カラムの透過率（K）について検討した。K は Kozeny-Carman 式（式(1-4)）
で表される[54]。Table 1-1-1 に dp = 1 – 5 μm の粒子充填型カラムおよび













今回調製した MS-100H-C18 は透過率を重視した設計となっており，dp = 5 μm
の粒子充填型カラムとほぼ同等の H - u 性能を示す一方，K は 5 μm 粒子充填型




また，van Deemter plot に変わる別のカラム性能評価法として，plate time を用








t  0    (1-5) 
 
Poppe は横軸に log N，縦軸に log (t0/N) のプロットをとり，一定圧力条件下に
おいて，dp の異なるカラムの性能を一斉比較した[55]。また，Desmet らは Poppe
の手法を拡張し，kinetics plot（横軸に log N，縦軸に log (t0/N2)をプロット）を考
案した[56]。Kinetics plot は，一定圧力条件下における単位時間当たりのカラム
性能の限界を簡便に示すことができることから，異なるカラム間における限界
性能の比較の場で頻繁に活用されている[21][24]。粒子充填型カラム（dp = 1 - 5 





を溶質とした時の kinetics plot を Figure 1-1-2(A)および Figure 1-1-2(B)に示す。な
お，汎用 HPLC 条件および UHPLC 条件を考慮し，それぞれ Pmax = 20 MPa およ
び 100 MPa として計算を行った。図中の点線は特定の理論段数を発現するため
に必要な t0 を示す。MS-100H-C18 は Pmax = 20 MPa の条件下において log N = 4.6 
– 6 の領域でどの粒子充填型カラムよりも高性能を発揮する。更には Pmax = 100 
MPa の条件下において log N = 5.3 以上の領域で，どの粒子充填型カラムよりも
優位な性能を示しており，粒子充填型カラムでは達成し得ない高理論段数を発
現することが可能である。また，これらの結果は，今回調製した MS-100H-C18
が t0 = 240 s の汎用的な分析時間の下で N = 100,000 を発現し，t0 = 3,000 s の長時
間分析条件下で N = 500,000 の高理論段数を汎用 HPLC 条件下で発現可能である








Figure 1-1-1. van Deemter Plots for Various Columns 
(a) Square plot: MS-100H-C18, (b) dotted line: 5 μm particle-packed column, (c) 
dashed line: 3 μm particle-packed column, (d) dot-dash line: 2 μm particle-packed 
column, (e) long dashed line: 1 μm particle-packed column.  The diffusion coefficient 
of a solute = 2.22 × 10-9 m2/s is assumed for the evaluation of particle-packed columns.  
The described van Deemter curves were calculated for the particulate columns based on 
Knox equation, whereas measured for MS-100H-C18. 
 
 
Table 1-1-1. Permeability, K Values for Various Columns 
Particle size (μm) K (m2) 
5 2.5 × 10-14 
3 9.0 × 10-15 
2 4.0 × 10-15 
1 1.0 × 10-15 
Monolith (MS-100H-C18) 9.1 × 10-14 
Column porosities (ε) of 0.9 and 0.7 are assumed for monolith (MS-100H-C18) and 























Figure 1-1-2. Kinetics Plots for Various Columns under Changed Maximum 
Pressure 
(A) Assumed maximum pressure of 20 MPa, (B) assumed maximum pressure of 100 
MPa, (a) solid line: MS-100H-C18, (b) dotted line: 5 μm particle-packed column, (c) 
dashed line: 3 μm particle-packed column, (d) dot-dash line: 2 μm particle-packed 
column, (e) long dashed line: 1 μm particle-packed column.  The diffusion coefficient 
of a solute = 2.22 × 10-9 m2/s, the viscosity of mobile phase = 0.00045 Pa•s a, and the 
flow resistance factor = 700 were assumed for the evaluation of columns. 

















































































小さな α の化合物対に対しても良好な分離が期待できる。 
まず，ポリスチレンオリゴマーのアイソクラティック分離について検討を行
った。カラムには，3 本のメートル長モノリス型シリカカラムを連結した計 11.3
メートルのものを使用した。結果を Figure 1-2-1 に示す。複数のメートル長カラ









次に，汎用的長さ（28.4 cm）およびメートル長（3 m）の二本の MS-100H-C18
でタンパク質（ウシ血清アルブミン（BSA））のトリプシン消化ペプチドの分離





ードでペプチドを分離する際にはグラジエント溶出が用いられる。今回は tg/t0 = 
10 として分離比較を行ったところ，長さ約 28.4 cm の汎用的長さカラムと比較
して，明らかに良好な分離（PC = 380 / 215 min）が達成された。LC-MS プロテ
オーム解析システムでは，できるだけ多くのペプチドを高精度に分離し，同定











Figure 1-2-1. Separation of Styrene Oligomers (Molecular Weight (MW) 
Standard for MW = 580) 
The numbers in parentheses indicate the number of styrene units in the oligomer. 
Column: MS-100H-C18 (three connected columns), total length: 1130 cm × 100 μm 
I.D., mobile phase: CH3CN/water (v/v 95/5), ΔP = 39.5 MPa, u = 1.73 mm/s, detection: 
210 nm, temperature: 30 °C, injection volume: 5 μL split injection.  The inset is a 






Figure 1-2-2. NanoLC-ESI-MS Base Peak Chromatogram of a BSA Tryptic 
Digest 
Column: MS-100H-C18, (a) 28.4 cm × 100 μm I.D., and (b) 300 cm × 100 μm I.D., 
detection: 2.0 kV positive ESI - ion-trap mass spectrometer (LTQ).  The mobile phases 
consisted of 0.1% HCOOH in water and 0.1% HCOOH in CH3CN. Linear gradient 
programs of 5% to 40% CH3CN in 30 min for the short column and in 300 min for the 
long column were employed.  A BSA tryptic digest sample dissolved in water (100 nL, 
1 nmol/200 μL) was injected at the start of gradient with a flow rate 1.2 μL/min for the 
28.4 cm column and 0.67 μL/min for the 300 cm column. 
(a) Column: 28.4 cm 
tg = 30 min 
(b) Column: 300 cm 


























Neue らは，Snyder らによって確立された HPLC グラジエント溶出法の理論
[58][59]および一般 PC の理論式を拡張することにより，一定時間のグラジエン









cBNPC    (1-7) 
B：アイソクラティックパラメータ （ーlog k と移動相組成との間にある関係，






















PC    (1-8) 
 
ペプチドの RPLC 分析では，多くの溶質が 40% CH3CN で溶出することから Δc 
= 0.4 と固定できる。上記式における B 値は，ln k と移動相組成の関係を示すプ
ロットの傾きより計算される可変値であるが，ペプチドやタンパク質のような
巨大分子に対してこれらを実験的に求めることは困難であることから，今回は
経験的に導かれた次式を用いて B 値を決定した[60]。 
 




レーションを実施することから，別の報告でも使用実績のある B = 43.2（MW = 
2,000）を採用した[61]-[63]。 
Figure 1-3-1 に，dp = 1 – 5 μm の粒子充填型カラムおよび MS-100H-C18 につい
て，Pmax = 20 MPa の汎用 HPLC 条件下における L と PC の関係を，tg = 40，10，
1，0.1 h の 4 種の固定条件として算出した結果を示す。全ての tg 条件およびカラ
ム種において，至適な L 値で最大の PC が得られるベル型のグラフが得られた。
例えば，20 MPa の圧力条件下で MS-100H-C18 を用いて tg = 40 h のグラジエント
溶出を実施する際，最適な L は 2 – 3 m と見積もられる。なお，5 μm の粒子充填
型カラムの場合，40 h グラジエント溶出の際は 1 – 2 m のカラムを用いることに
より，最大の PC を得ることができると想定されるが，dp = 5 μm 以下の粒子充
填型カラムのメートル長オーダーでの使用は現存のクロマトグラフの仕様上，
現実的ではない。一方，0.1 h の短いグラジエント溶出を行う際は，dp = 2 μm の













は粒子充填型カラムの最適粒子径），最適な L および最適 tg を見積もることが可
能であった。 
次に Figure 1-3-2 に Pmax = 100 MPa の UHPLC システムを使用した場合のシミ
ュレーション結果を示す。汎用 HPLC 条件下と比較して全体的に PC の増加が認
められ，3 m 以上の MS-100H-C18 に対して tg = 10 h 以上の長いグラジエント分
析を行った場合にどの粒子充填型カラムと比較しても優位な分離性能（高 PC）
が得られることが予測された。ただし，tg = 1 h の比較的早いグラジエント溶出
条件下における MS-100H-C18 の最適 PC は，dp = 2 μm 以下の粒子充填型カラム
を用いた場合の最適 PC と比較して大差が無く，tg = 0.1 h の急こう配グラジエン










Figure 1-3-1. PC Values with Various Column Length and Types with Fixed 
Gradient Time under the Assumed Maximum Pressure of 20 MPa 
(A) Gradient time: 40 h, (B) gradient time: 10 h, (C) gradient time: 1 h, (D) gradient 
time: 0.1 h, (a) solid line: MS-100H-C18, (b) dotted line: 5 μm particle-packed column, 
(c) dashed line: 3 μm particle-packed column, (d) dot-dash line: 2 μm particle-packed 
column, (e) long dashed line: 1 μm particle-packed column.  Columns were evaluated 
with the assumed maximum pressure of 20 MPa.  The diffusion coefficient of a solute 
= 4.5 × 10-10 m2/s, the viscosity of mobile phase = 0.00101 Pa•s a, and the flow 
resistance factor φ= 700 were assumed for the evaluation of each column.  For the 
estimation of PC, B = 43.2 and Δc = 0.4 were assumed. 



















































Figure 1-3-2. PC Values with Various Column Length and Types with Fixed 
Gradient Time under the Assumed Maximum Pressure of 100 
MPa 
(A) Gradient time: 40 h, (B) gradient time: 10 h, (C) gradient time: 1 h, (D) gradient 
time: 0.1 h, (a) solid line: MS-100H-C18, (b) dotted line: 5 μm particle-packed column, 
(c) dashed line: 3 μm particle-packed column, (d) dot-dash line: 2 μm particle-packed 
column, (e) long dashed line: 1 μm particle-packed column.  Columns were evaluated 





















































できるだけ短い分析時間で最大の PC を得ることが求められる。 
式(1-8)における L を固定値（L = 3, 1, 0.1, 0.01 m）として，最大の PC が得ら
れる tg を最適化した（Figure 1-3-3）。留意すべき点として，PC と tg の間に直線
の比例関係は得られず，長い tg が必ずしも高い PC を発現するとは限らないこと
が挙げられる。例えば，L = 0.01 m の dp = 1 μm の粒子充填型カラムを用いた場
合（Figure 1-3-3 (D)），Pmax = 20 MPa 条件下では約 0.4 h 時点で最大の PC が得ら
れており，それ以上長い tg を用いた分析を実施したとしても顕著な PC の増大は
見られず，PC は一定領域に達していることが示されている。また，このような
L および Pmax 条件下では，どのカラム種を用いたとしても高い PC の発現は期待
されず，複雑性の高い化合物群の精密分離を目的とする HPLC 条件として選択
されるべきではないことが明示されている。同様に，Pmax = 100 MPa 条件下をシ
ミュレーションした結果を Figure 1-3-4 に示す。20 MPa 圧力条件下と比較して，
全てのカラム種に対して全体的な PC の増加が確認され，MS-100H-C18 におい
ては，L = 3 m の最も長いカラム条件下で，どの tg 範囲に対しても粒子充填型カ
ラムと比較して優位な PC を発現する結果を得た。しかし，その値は L = 3 m の
場合に tg = 30 h 時点で既にほぼ一定領域に達しており，かつ L = 1 m 以下の条件
では dp = 2 μm 以下の微小粒子充填型カラムの方が高い PC を発現することが示
されている。これらの結果は，モノリス型シリカカラムに関して長いカラムフ




以上の結果を統合し，MS-100H-C18 を用いて，Pmax = 20 MPa 条件下で，ペプ
チドをグラジエント溶出分離した際に期待される PC について，L および tg を変
数として三次元プロットした結果を Figure 1-3-5 に示す。本プロットは L および





MS-100H-C18 に対しては tg = 40 h が最適であり，更に長い L は PC を顕著に減




シミュレーションを dp = 5 μm の粒子充填型カラムに適用した場合，tg = 40 h 条
件で L = 1 m が最大の PC を発現することが期待された。また，粒子充填型カラ











Figure 1-3-3. PC Values with Various Gradient Time and Column Types with 
Fixed Column Length under the Assumed Maximum Pressure of 
20 MPa 
(A) Column length: 3 m, (B) column length: 1 m, (C) column length: 0.1 m, (D) column 
length: 0.01 m, (a) solid line: MS-100H-C18, (b) dotted line: 5 μm particle-packed 
column, (c) dashed line: 3 μm particle-packed column, (d) dot-dash line: 2 μm 
particle-packed column, (e) long dashed line: 1 μm particle-packed column.   
Columns were evaluated with the assumed maximum pressure of 20 MPa.  Other 













































Figure 1-3-4. PC Values with Various Gradient Time and Column Types with 
Fixed Column Length under the Assumed Maximum Pressure of 
100 MPa 
(A) Column length: 3 m, (B) column length: 1 m, (C) column length: 0.1 m, (D) column 
length: 0.01 m, (a) solid line: MS-100H-C18, (b) dotted line: 5 μm particle-packed 
column, (c) dashed line: 3 μm particle-packed column, (d) dot-dash line: 2 μm 
particle-packed column, (e) long dashed line: 1 μm particle-packed column.  Columns 
were evaluated with the assumed maximum pressure of 100 MPa.  Other conditions 

















































Figure 1-3-5. 3D Plot of PC Values with Changed Column Length and Gradient 
Time for Monolithic Silica Column under the Assumed Maximum 
Pressure of 20 MPa 
The PC of MS-100H-C18 was evaluated with the assumed maximum pressure of 20 






























得られた複雑混合試料を，様々な tg 条件下において nanoLC-ESI-MS 分析し，そ
のペプチドおよびタンパク質の同定数との関係性について考察した。用いたカ
ラムは L = 3 m の MS-100H-C18 および L = 10 cm の汎用的長さの dp = 5 μm の粒
子充填型カラムである。 
Figure 1-3-6 に L = 3 m の長い MS-100H-C18 カラムを用いた消化ペプチドの分
離クロマトグラムを示す。Figure 1-3-1 に示すように，L = 3 m の MS-100H-C18
を 20 MPa の汎用 HPLC 条件で操作する場合，約 40 h のグラジエント溶出を行
うことにより最大の PC が得られると予測されたことから，本条件下においてペ
プチドおよびタンパク質の同定数も最大化されることが期待された。実際に，
これらの二種カラム（MS-100H-C18 および 5 μm 粒子充填型カラム）を用いて本
理論の検証を行った結果を Figure 1-3-7(A)および Figure 1-3-7(B)に示す。予想し
た通り，tg = 1 – 40 h にかけてペプチドおよびタンパク質の同定数の増大傾向が
確認され，それ以降は一定領域となる傾向であったことから，tg = 40 h 付近が最
適条件であることが示唆された。本結果は，PC 理論に基づく結果に加えて，岩
崎らによる実験報告とも合致する結果である[25]。一方で，dp = 5 μm の粒子充填
型カラムを用いた分析においては，tg = 10 h 時点以降で各同定数の増大が緩やか











Figure 1-3-6. NanoLC-ESI-MS Total Ion Current Chromatogram of Digested 
Peptides by Use of 3 m Long Monolithic Silica Capillary Column 
with 40 h Gradient under 20 MPa Condition 
Peptides from PC-9 cell cytoplasmic proteins (20 g) separated using a column: 
MS-100H-C18 (3 m × 100 μm I.D.), gradient time: 40 h, flow rate: 500 nL/min, 
maxumum pressure: 20 MPa.  The mobile phases consisted of (A) 0.2% CH3COOH 
and (B) 0.2% CH3COOH in 80% CH3CN. A two-step linear gradient of 5 % to 40 % B 
over a variable time (1 to 40 h), 40 % to 100 % B for 10 min, and 100 % B for 20 min 
was employed.  The mass spectrometer was operated in data-dependent acquisition 
mode to automatically switch between MS full Scan and MS2.  The MS scan range 
was m/z 300 to 1500, and the top precursor ions were selected from the MS scan for 
subsequent MS/MS scans by ion trapping.  The normalized CID was set to at 35.0.  












Figure 1-3-7. Identified Peptides and Proteins Number by Various Separation 
Conditions 
(A) Peptides identification number, (B) proteins identification number, 
square plot: MS-100H-C18 (3 m × 100 μm I.D.), triangular plot: 5 μm particle 










































第４節 2D-LC における条件最適化に関する検討 
 
前節まで，モノリス型シリカカラムの特性並びにメートル長のモノリス型シ
リカカラムを用いた 1D-LC の有用性と，最大の PC を得るための条件最適化法
について述べてきたが，同じく高い分離性能をより短時間で得るための別の手













な条件設定の最適化が必要となる。そこで，Murphy や Seeley らは一次元目にお
ける PMとピーク広がりの関係について詳細な検討を行った[65][66]。その結果，
2D-LC において一次元目で得られた分離性能を維持するためには一つのピーク




プリング現象）を考慮した 2D-LC 全体の PC をシミュレーションにて算出し，
線速度 u，カラム長 L，そして最大の関心事である PM を含む条件最適化に関す
る検討を行った。 
まず，一次元目にグラジエント溶出（グラジエント時間 1tg = 60 min，ピーク
幅 1tw = 30 s），二次元目に汎用 HPLC 条件下におけるアイソクラティック溶出

























    (1-10)
 
 
ここで，単純式から得られる 1n で 1n-app-av を除した数値は，一次元目における理
論的 PC（= tg/tW）の残存率を意味しており，分画効率（eM）と称する重要なパ
ラメーターとなる。Figure 1-4-1 に τz（= PM / 1σ）と Band Broadening Factor（<σ*>
（[66]参照）），並びに eMとの関係を示すプロットを示す。本プロットを用いる
ことにより，アンダーサンプリング現象による 1n の減衰を考慮した実際に近い
2D-LC 全体の PC（n2D-exp）を算出することが可能となった。具体例として 1tg = 60 
min，ピーク幅 1tw = 30 s のグラジエント溶出における 1n-app-av を Figure 1-4-2 に示
す。これまで単純式を用いて算出してきた理論的 PC（1n = 120）と比較して，特
に長い PM 条件下にて 1n の著しい低下が生じることが明らかとなった。 
次に，二次元目に汎用 HPLC 条件下でモノリス型シリカカラム（Chromolith 
RP-18e）および粒子充填型カラム（dp = 2, 5 μm）を用いる場合の PC（2n）につ
いて検討した。2n は，式(1-11)によって表される。なお，式(1-11)における理論
段数は，80% CH3OH 並びに 30 °C 条件下におけるアルキルベンゼンに対する van 

































本式により，Pmax = 20 MPa 条件下の 2u，2tR（= PM）と 2n の関係を示す三次元プ
ロットを得ることができる。Figure 1-4-3(A)に，その三次元プロットを z 軸（2n）
方向から観察した等高線プロットを示す。なお，2tRは一次元目のグラジエント
溶出で想定する一般的なピーク幅（30 s）を包含する 0 - 90 s の範囲，また線速
度は実用的な u = 0 - 12 mm/s の範囲でシミュレーションを行った。その結果，モ
ノリス型シリカカラムを用いた場合は，より長い 2tR（すなわち，長い PM）かつ
最も速い 2u（= 12 mm/s）条件下において，最大の 2n が得られることが想定され
た。また，粒子充填型カラム（dp = 5, 2 μm）を用いた場合の等高線プロットを
Figure 1-4-3(B)および Figure 1-4-3(C)に示す。前述の通り，粒子充填型カラムに
は圧力上昇の課題が存在することから，一定の制限圧力下でより速い 2u を得る
ための送液を行うためには 2L を短く設定する必要がある。結果として，dp = 5 μm
の粒子充填型カラムでは 2u = 9 mm/s以上，dp =2 μmの粒子充填型カラムでは 2u = 
5 mm/s 以上の高速条件下において，2N の低下に伴う 2n の低下が生じることが想
定された。 
















tnnennn    (1-12) 
 
Figure 1-4-4 に 2u および 2tR（= PM）を変数として n2D-exp をプロットした等高線プ
ロットを示す。また，Table 1-4-1 に，Figure 1-4-4 から推定された最適な PM およ
び 2u と，その時の 2L および最大の n2D-exp（PCmax）をまとめて示す。PCmax を与
える PMに関して，二次元目にモノリス型シリカカラムを用いた場合の最適な
PMは 37.5 s であり，これは 1tW（=30 s）から換算するとσ にあたる値であった。
Murphy や Seeley らは 1.5σ 以下のできるだけ短い時間での分画を推奨している
が，モノリス型シリカカラムを二次元目に用いて PCmax を得る目的においては，








するべき点として，粒子充填型カラムにおける最適な 2u および 2L はモノリス型
シリカカラムと比較して小さく，特に 2 μm 以下の微小粒子を用いた粒子充填型
カラムを二次元目に用いた際の PCmax を与える 2L は，1 cm 以下の極めて短いも
のとなることが挙げられる。Table 1-4-1 によると，今回のシミュレーションに用
いた 3 種のカラムのうち，2 μm 粒子充填型カラムを二次元目に用いた 2D-LC シ
ステムが理論上最も高い PCmax を示すものとなったが，短いカラムを二次元目に
用いた 2D-LC システムでは，二次元目の分離においてカラム外効果の影響を受
けやすく，結果的に期待される PC が得られない可能性がある。また，短い PM
を設定することは多くのバルブ切り替えを必要とするため，バルブの消耗や切
り替えによる定量再現性の低下など，多くの問題を引き起こすことが懸念され










Figure 1-4-1. Plot of Band Broadening Factor, <σ*>, and Modulation Efficiency, 
eM = 1napp/ 1n = 1/ <σ*>, against the Modulation Period in the Unit 
of 1σ 


































Figure 1-4-3. Contour Plot of 2n Calculated as a Function of 2u and 2tR for 
Isocratic Elution, Using Vorious Columns under an Assumed 
Maximum Pressure of 20 MPa 
(A) Monolithic silica column, (B) 5 μm particle-packed column, (C) 2 μm 
particle-packed column.  The diffusion coefficient of a solute = 1 × 10-9 m2/s, the 














































































Figure 1-4-4. Contour Plot of Expected Total Peak Capacity (n2D-exp) Calculated 
for a 2D-LC System Using Gradient Elution with 1tg = 60 min, 1tw 
= 30 s at 1st Dimension and Isocratic Elution Using Vorious 
Columns under an Assumed Maximum Pressure of 20 MPa at 2nd 
Dimension 
(A) Monolithic silica column, (B) 5 μm particle-packed column, (C) 2 μm 
particle-packed column.  The diffusion coefficient of a solute = 1 × 10-9 m2/s, the 




































































Table 1-4-1. Summary of Optimum Modulation Period, Linear Velocity and 
Maximum Total Peak Capacity Calculated for a 2D-LC System 
Using Gradient Elution with 1tg = 60 min, 1tw = 30 s at 1st 
Dimension and Isocratic Elution Using Vorious Columns under an 









(5 σ) 12 (maximum) 12 1424 
5 μm particle-packed 18.75 
(2.5 σ) 12 (maximum) 4 1310 
2 μm particle-packed 15 
(2 σ) 9 1 2312 
Calculated with a 0.5 1σ increment for PM with a pressure limit of 20 MPa.  Maximum 
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には N 以外に保持係数 k（又は tR/t0 で表される係数）も分離に大きな影響を与え
るファクターであることが示されている。第１章第２節では k = 5 の保持がある
条件を仮定した例を述べたが，例えば k = 0.1 の保持が極めて小さい条件下にお
いては，たとえ N = 300,000 の高性能カラムを用いたとしても α = 1.01 の類似化












機溶媒である水系移動相を組み合わせる HPLC モードを HILIC と定義し，様々
な高極性化合物の分離に適用できることを示した[28]。HILIC は NPLC の一種で
あるが，移動相に水系溶媒を使用することが特徴である。これは高極性試料の
溶解性の問題を解消するだけでなく，近年急速に発展している LC-MS 分析にお
ける ESI の使用を可能にし，高感度な検出を可能にする。ESI は電気伝導性の液
体を細管に通し高電圧を印加することにより帯電した液滴を噴霧することによ
り行うイオン化法であり，電気伝導性を示さない有機溶媒のみの条件では適用
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一方，RPLC および HILIC とは異なる保持挙動を示す HPLC モードとして IEC
が挙げられる。RPLC における分離は主に疎水性の差によって行われるが，IEC













より WCX が好まれる場合が多い。これは，SCX では保持力が強すぎて溶出し
ない，又はピークがブロード化する，更には溶出に非常に高濃度の塩を要する
という課題が生じやすいことに起因する。 




































































を HPLC の検出器として用いる利点は，①高い検出感度（一般に，UV の 1,000
倍以上），②高い選択性（特異性），③高い定性能力（構造類推能力）が挙げら
れ，糖分析においても必要不可欠な検出法である。 




















（m/z）= 239 の一価イオンが計測された。Q-TOF を用いた場合は，常に四重極
部に弱いアルゴン衝突を付与することにより，付加体の脱離を誘起させ，例え




第１項 HILIC モードにおける保持特性 
 
Figure 2-1-1 に MS-200T-PAAm による糖分離の結果を示す。移動相には 80% 
CH3CN/13 mM NH4OCOCH3 (pH 5.5)を用いた。RPLC では分離が困難である非誘
導体化糖が異性体（スクロースおよびトレハロース）を含めて良好に分離され，
高感度に検出された。検出感度に関する考察は後述する。なお，t0 マーカーには
ネガティブ ESI-MS で容易に検出が可能で，かつ HILIC において保持を示さな
いドデシル硫酸ナトリウム（SDS）を用いた。 
HILIC 分離において最も分離に大きな影響を与えるファクターは RPLC と同
様に移動相組成である。移動相組成の変化に伴いどのような保持の変化が生じ













ムの 1/5 – 1/6 程度の保持しか発現できない欠点があった。原らはシランの仕込
み量を従来の 1.4 倍とすることにより相比（固定相 / 移動相体積比）を大幅に
増大させることに成功しており[21]，それらを HILIC 用カラムにも適用すること
により高極性化合物に対しても大きな k を発現できると考えた。HPLC における
k の重要性は前項で既に述べたが，本システムにおいては 80% CH3CN 条件下で
高極性二糖類のトレハロースに対して k = 4 の十分な保持を発現しており，小さ






Figure 2-1-1. NanoLC-ESI-MS Total Ion Current Chromatogram of a Mixture 
of Mono-, Di- and Trisaccharides 
Column: MS-200T-PAAm (267 mm × 200 μm I.D.), mobile phase: 80% CH3CN/ 13 
mM NH4OCOCH3 pH 5.5, temperature: ambient, detection: 2.0 kV negative ESI - 
ion-trap mass spectrometer (LTQ), solutes: 1 sedoheptulose, 2 sucrose, 3 trehalose, 4 






Figure 2-1-2. Plots of the ln k Values of Oligosaccharides in Various 
CH3CN/Water Mixtures on a MS-200T-PAAm Column 
Column: MS-200T-PAAm (195 mm × 200 μm I.D.), mobile phase: 60, 65, 70, 75, 80% 
CH3CN/ 13 mM NH4OCOCH3 pH 5.5, temperature: 30 °C, detection: 2.8 kV negative 
ESI - tandem quadrupole time-of-flight mass spectrometer (Q-TOF micro), solutes: 






第２項 van Deemter plot および kinetics plot による評価 
 
Figure 2-1-3にMS-200T-PAAm並びに市販のHILIC用カラムとして広く用いら
れている粒子充填型カラムの ZIC-cHILIC 3 μm と ACQUITY UPLC BEH HILIC 
1.7 μm を用いて，ヌクレオシドを試料とした時の van Deemter plot を示す。
ZIC-cHILIC 3 μm の固定相はホスホリルコリン基からなる双性イオン構造に由
来して強い極性を示すことから HILIC 用カラムとして使用可能である。
ACQUITY UPLC BEH HILIC 1.7 μm は未修飾シリカゲルであり，親水性およびア
ニオン性を有するシラノール基の特性に由来して，HILIC 用カラムとして広く活
用されている。一方，今回調製した MS-200T-PAAm 固定相は中性のポリアクリ
ルアミドで構成されている。（なお，Figure 2-1-3 中には，後述の MS-200T-PAA
および MS-100H-UP に対する評価結果も合わせて記載した。本結果については
後述する。） 
ZIC-cHILIC 3 μm は最適線速度条件下において H = 12 – 13 μm を示したが，u = 
5 mm/s の高速条件下においては H = 30 μm まで急激に性能が低下した。また，
ACQUITY UPLC BEH HILIC 1.7 μm は最適線速度条件下において H = 9 – 10 μm
を示しており，高速領域下における性能低下も比較的小さかった（u = 5 mm/s




MS-200T-PAAm に関しては，最適線速度条件下で H = 6 – 7 μm の最も高い性能を
















ZIC-cHILIC 3 μm（市販品）および ACQUITY UPLC BEH HILIC 1.7 μm（市販品）




在能力を発揮することが示された。具体的には，MS-200T-PAAm は t0 = 20 s の高
速分析条件下で N = 10,000 を発現できる一方，ZIC-cHILIC 3 μm は N = 3,000 の
発生しか見込めない。また，t0 = 1,000 s という長時間分析条件下において，







Figure 2-1-3. van Deemter Plots for Various Columns for HILIC 
(a) Diamond plot (◇): MS-200T-PAAm in 80% CH3CN at 30 °C, (b) square plot (□): 
MS-200T-PAA in 90% CH3CN at 30 °C, (c) triangle plot (△): MS-100H-UP in 90% 
CH3CN at 25 °C, (d) circle plot (○): 3 μm ZIC-cHILIC column and (e) plus plot (+): 
1.7 μm ACQUITY UPLC BEH HILIC column in 80% CH3CN at 30 °C column 
temperature.  The described van Deemter curves on plots were calculated by the solver 
function of Excel for the van Deemter plots as the equation, H = A + B/u + Cu.  
((a) Solid line: MS-200T-PAAm, (b) dotted line: MS-200T-PAA, (c) dashed line: 
MS-100H-UP, (d) dot-dashed line: ZIC-cHILIC 3 μm column, (e) long-dashed line: 
























Table 2-1-1. Permeability, K Values for Various Columns for HILIC 
Column K (m2) 
MS-200T-PAAm 3.9 × 10-14 
MS-200T-PAA 5.1 × 10-14 
MS-100H-UP 2.1 × 10-13 
3 μm ZIC-cHILIC 1.0 × 10-14 
1.7 μm ACQUITY UPLC BEH HILIC 3.9 × 10-15 





Figure 2-1-4. Kinetics Plots for Various Columns under 20 MPa Pressure Limit 
Assumed maximum pressure of 20 MPa, (a) solid line: MS-200T-PAAm, (b) dotted line: 
MS-200T-PAA, (c) dashed line: MS-100H-UP, (d) dot-dashed line: ZIC-cHILIC 3 μm 






t0 = 10 st0 = 100 s
t0 = 1,000 s 














移動相と固定相間での分配により保持が発現する RPLC のような HPLC モー






Hk    (2-1) 
（ΔH：エンタルピー変化，ΔS：エントロピー変化，φ：相比） 
 
Alpert は HILIC による高極性化合物の保持は，大部分が有機溶媒の疎水性移
動相と極性固定相の表面上に濃縮された水の層で作られる二次的な固定相との
間の分配によって達成されると仮定した[28]。Figure 2-1-5 に温度を 30 °C から
80 °C まで変化させることにより得た van’t Hoff plot を示す。試料として，スク
ロース，トレハロース，ラフィノースの非誘導体化糖を用いた。それぞれの化
合物に対して，温度の上昇に伴い ln k が減少する直線関係のプロットが得られ
た。この関係は RPLC において一般に確認される現象と類似しており，





式(2-1)よりそれぞれの化合物の保持による ΔH を求めることができる。Figure 













次に，Figure 2-1-6 にヌクレオシド類に対する van’t Hoff plot を示す。ヌクレオ
シドはリボース環（又はデオキシリボース環）に核酸塩基が結合した化合物で
あり，一種の糖類とみなすことができる。評価に用いたヌクレオシドはグアノ
シン（pKa = 10），シチジン（pKa = 4.5）およびそれらのデオキシリボース体であ
り，分析条件次第で試料自身が電荷を帯びうる化合物群である。Figure 2-1-6 に
示されている通り，Figure 2-1-5 と同じく温度の上昇に伴い直線的に全ての化合










Figure 2-1-5. van’t Hoff Plot of Underivatized Carbohydrates for 
MS-200T-PAAm 
Column: MS-200T-PAAm (195 mm × 200 μm I.D.), mobile phase: 80% CH3CN/ 13 
mM NH4OCOCH3 pH 5.5, temperature: 30, 40, 50, 60, 70, 80 °C, detection: 2.8 kV 
negative ESI - tandem quadrupole time-of-flight mass spectrometer (Q-TOF micro), 
solutes: sucrose (○), trehalose (△), and raffinose (□) (each 100 μg/mL), injection 























Figure 2-1-6. van’t Hoff Plot of Nucleosides for MS-200T-PAAm 
Column: MS-200T-PAAm (195 mm × 200 μm I.D.), mobile phase: 80% CH3CN/ 13 
mM NH4OCOCH3 pH 5.5, temperature: 30, 40, 50, 60, 70, 80 °C, detection: 2.8 kV 
negative ESI - tandem quadrupole time-of-flight mass spectrometer (Q-TOF micro), 
solutes: 2-deoxycytidine (○), 2-deoxyguanosine (△), cytidine (□), guanosine (×) 





























分離することが可能である。Figure 2-1-7(a)および Figure 2-1-7 (b)に非誘導体化糖
類をアイソクラティック条件にて更に高速分離した例を示す。u = 7.6 mm/s の高
速領域下において，良好な分離を維持しており，三糖までであれば異性体を含
めて汎用 HPLC 条件下（Pmax = 20 MPa 以下）で 5 分以内での分離分析が可能で
あった。また，本 HILIC 分析は室温条件下で実施しているため，還元糖である
グルコースやマルトースに関しては，アノマーの分離が生じている。これは，
時に糖類の HPLC 分析を複雑化させる一因となるが，HPLC 性能の評価の観点で
は，幾何異性体の一種であるアノマーを完全分離する程の高性能を有している
との見方もできる。 
また，HILIC においては経時的に水濃度を増やす RPLC とは逆方向のグラジエ
ント溶出法を用いることにより，広い範囲の高極性化合物を高い分離効率で溶
出させることが可能である。Figure 2-1-8(a)にグラジエント法によるグルコース






更に希薄濃度の試料を分析した結果を示す。なお，本例は絶対量で各 200 pg の
少量試料を m/z = 150 – 2,000 のフルスキャンモードで分析した結果であるにも
関わらず，高いシグナル-ノイズ比（S/N）が得られた。一般に非誘導体化糖の分
析に汎用される示差屈折計における検出限界（LOD）は 3 – 5 μg とされており[77]，
10,000 倍以上高い検出感度が得られた。 
次に，本 nanoLC-ESI-MS システムの非誘導体化糖に対する LOD を検証した。
本研究で用いた MS はリニアイオントラップ型マスアナライザーを有しており，









m/z = 401（M + CH3COO-），フラグメントイオン m/z = 341（M-）を設定し，検出
限界を求めた。検出限界近くの SRM クロマトグラムを Figure 2-1-9 に示す。濃
度 9.4 nM の希薄サンプルを 50 nL（化合物の絶対注入量として 160 fg）という
極少量の注入量で分析を行っているにも関わらず，高い S/N 比でシャープなピ
ークが検出された。本クロマトグラムから類推される検出限界はサンプル濃度
で 5 nM 以下，絶対注入量では 100 fg 以下（amol 領域）であり，これは従来の
高感度分析法とされてきたパルスアンペロメトリック電気化学検出法（LOD = 



























Figure 2-1-7. NanoLC-ESI-MS Base Peak Chromatograms of a Mixture of 
Mono-, Di-, and Trisaccharides 
Column: MS-200T-PAAm (267 mm × 200 μm I.D.), mobile phase: 80% CH3CN/ 13 
mM NH4OCOCH3 pH 5.5, u = (a) 3.9 mm/s and (b) 7.6 mm/s, temperature: ambient, 
detection: 2.2 kV negative ESI - ion-trap mass spectrometer (LTQ), solutes: 1 ribose, 2 
sedoheptulose, 3 glucose, 4 sucrose, 5 maltose, 6 trehalose, 7 raffinose (each 20 μg/mL), 






Figure 2-1-8. NanoLC-ESI-MS Base Peak Chromatograms of a Mixture of 
Maltooligosaccharides 
Column: MS-200T-PAAm (267 mm × 200 μm I.D.), mobile Phase: 90 – 60% CH3CN 
(13 mM NH4OCOCH3) in a 15 min linear gradient, u = 4.2 mm/s, temperature: ambient, 
detection: 2.0 kV negative ESI - ion-trap mass spectrometer (LTQ), solutes: 1 glucose, 2 
maltose, 3 maltotriose, 4 maltotetraose, 5 maltopentaose, 6 maltohexaose, 7 







Figure 2-1-9. NanoLC-ESI-MS/MS SRM Chromatograms of a Mixture of 
Disaccharides. 
Column: MS-200T-PAAm (267 mm × 200 μm I.D.), mobile phase: 90 – 70% CH3CN 
(13 mM NH4OCOCH3) in 10 min linear gradients, u = 4.2 mm/s, temperature: ambient, 
detection: 2.0 kV negative ESI - ion-trap mass spectrometer (LTQ), MS: m/z = 401, 
MS/MS (SRM): m/z = 341, solutes: 1 sucrose, 2 maltose, 3 trehalose, sample 
concentrations: (a) 400 ng/mL, (b) 80 ng/mL, (c) 16 ng/mL and (d) 3.2 ng/mL, injection 






Figure 2-1-10. NanoLC-ESI-MS/MS SRM Chromatograms of Plant Extracts 
The same separation-detection conditions as Figure 2-1-9 were used.  Samples: (a) a 
corn extract, (b) a soybean extract and (c) an arabidopsis thaliana leaf extract, peaks: 1 
sucrose, 2 trehalose, 3 maltose (α and β isomers), 4 – 10 unknown disaccharides, 

























Figure 2-2-1 に市販のカチオン交換カラムである Inertsil CX（dp = 5 μm, 4.6 mm 




























れることを意味する。Table 2-2-2 に，MS-200T-PAA による核酸塩基に対する N，
H，E と，比較対象として同じくカチオン交換固定相を有する市販の粒子充填型
カラムである Inertsil CX の値を示す。ピークの対象性が高いウラシル，チミン，
シトシンに対しては MS-200T-PAA は H = 10 μm，E = 1,000 – 4,000 を示しており，







た結果を Figure 2-2-2(a)に示す。tg = 15 min の速い塩グラジエント溶出にも関わ
らず，シャープなピークがタンパク質に対して得られた。溶出順も塩基性タン
パク質である trypsinogen（pI = 9.3）と ribonuclease A（pI = 9.4）が大きく保持さ
れる結果であった。 
タンパク質は C18 修飾カラム等を用いた RPLC によって良好に分離されるこ
とは広く知られている。Figure 2-2-2 (b)に MS-200T-C18 を用いた RPLC による同
サンプルの分離クロマトグラムを合わせて示す。それぞれのクロマトグラムよ
り算出した PC は，MS-200T-C18 において PC = 84 /15 min，MS-200T-PAA にお






tg によるタンパク質の高速分離を検討した。結果を Figure 2-2-3 に示す。汎用
HPLC における Pmax = 20 MPa までの高速分離条件を検討した結果，tg = 15 min












用いたが，その代替として NH4OCOCH3 を用いた場合の高速 HPLC クロマトグ














回開発した MS-200T-PAA は NH4OCOCH3 塩のみを用いた高速グラジエント溶出
でも極めて塩基性が高い lysozyme（pI = 11, MW = 14.3 kDa）まで良好に溶出し，








Figure 2-2-1.   Separation of Nucleic Bases by Inertsil CX and MS-200T-PAA in 
WCX Mode 
Column: (a) Inertsil CX 5 μm (250 mm × 4.6 mm I.D.), (b) MS-200T-PAA (200 
mm × 200 μm I.D.), mobile phase: 20 mM sodium phosphate buffer (pH 6.9), 
temperature: ambient, detection: 254 nm, solutes: 1 uracil, 2 thymine, 3 cytosine, 4 
adenine (each 100 μg/mL). 
 
 
Table 2-2-2. Comparison of Column Efficiencies (MS-200T-PAA and Inertsil 
CX) 
Parameter 
Uracil Thymine Cytosine Adenine 
PAA CX PAA CX PAA CX PAA CX 
N 29,000 12,000 19,000 10,000 17,000 12,000 5,000 6,000 
H (μm) 6.8 20 11 24 11 22 40 44 
E 1,100 7,700 2,800 11,000 3,200 8,700 39,000 35,000
PAA and CX stand for MS-200T-PAA and Inertsil CX columns, respectively.  The 
former provided permeability K = 4.1 × 10-14 m2, while the value was K = 5.4 × 10-14 m2 
for the latter.  

























Figure 2-2-2. Separation of Proteins by a MS-200T-PAA in WCX and 
MS-200T-C18 in RPLC 
(a) Column: MS-200T-PAA (200 mm × 200 μm I.D.), mobile phase: A 20 mM sodium 
phosphate buffer (pH 6.9), B 1.5 M NaCl in A, gradient profile: B 0 – 50% in 15 min, 
linear gradient, (b) column: MS-200T-C18 (240 mm × 200 μm I.D.), mobile phase: A 
water 0.2% HCOOH, B CH3CN 0.2% HCOOH, gradient profile: B 5 – 80% in 15 min, 
linear gradient, solutes: 1: ovalbumin, 2: trypsinogen, 3: ribonuclease A (each 100 

















Figure 2-2-3. Fast Separation of Proteins by a MS-200T-PAA in WCX Mode 
Column: MS-200T-PAA (200 mm × 200 μm I.D.), mobile phase: A 20 mM sodium 
phosphate buffer (pH 6.9), B 1.5 M NaCl in A, gradient profile: B 0 – 50%, linear 
gradient, solutes: 1 ovalbumin, 2 trypsinogen, 3 ribonuclease A (each 100 μg/mL), 
temperature: 20 °C, detection: 280 nm, injection volume: 50 nL. 
(a) tg = 3 min, u = 4.66 mm/s, ΔP = 19.6 MPa: (b) tg = 5 min, u = 2.80 mm/s, ΔP = 11.8 











Figure 2-2-4. Separation of Proteins by a MS-200T-PAA in WCX Using 
NH4OCOCH3, Volatile Salt for Gradient Elution 
Column: MS-200T-PAA (178 mm × 200 μm I.D.), mobile phase: A 13 mM 
NH4OCOCH3 (pH 5.5), B 1.5 M NH4OCOCH3 (pH 5.5), gradient profile: B 0 – 100% 
in 15 min, linear gradient: Solutes: 1 ovalbumin, 2 trypsinogen, 3 ribonuclease A, 4 

















た。Figure 2-2-5 に MS-200T-PAA による非誘導体化糖の HILIC クロマトグラム
を示す。移動相には 80% CH3CN/ 13 mM NH4OCOCH3（pH 5.4）を用いており，
RPLCでは t0付近に溶出する 3糖までを異性体を含めて良好に分離検出すること
が可能であった。MS-200T-PAA のラフィノースに対する k は MS-200T-PAA 固定
相で k = 20.5 であり，k = 7.3 の MS-200T-PAAm 固定相と比較して 2.8 倍大きな保
持能力を示した。この値は移動相 pH 5.5 の条件下で得られた値であり，その時
の MS-200T-PAA 固定相はその前駆体モノマーであるアクリル酸の pKaに基づき
大部分がイオン型であったと考えられる。イオン型固定相は非常に高極性であ
るため，HILIC モードにおける保持は大きくなると予想される。なお，非解離状
態（分子型）の MS-200T-PAA 固定相の保持挙動に関しては後で詳しく述べる。 
Figure 2-2-5 に移動相中の水濃度を増やすことによるクロマトグラム変化を示
す。水濃度を増やすことにより保持が小さくなっているいることから，
MS-200T-PAAm 同様に，MS-200T-PAA を用いた本システムは HILIC モードとし
ての特徴を有していることが確認された。移動相組成の変化に伴いどの程度の








Figure 2-2-5. NanoLC-ESI-MS Total Ion Current Chromatogram of Sucrose, 
Trehalose, and Raffinose by MS-200T-PAA in HILIC Mode 
Column: MS-200T-PAA (174 mm × 200 μm I.D.), temperature: 30 °C, detection: 2.8 kV 
negative ESI - tandem quadrupole time-of-flight mass spectrometer (Q-TOF micro), 
solutes: 1 sodium dodecylsulfate, 2 sucrose, 3 trehalose, 4 raffinose (each 100 μg/mL), 
injection volume: 50 nL, mobile phase: (a) CH3CN/13 mM NH4OCOCH3 (pH = 5.4) = 
v/v 80/20, (b) CH3CN/13 mM NH4OCOCH3 (pH = 5.4) = v/v 70/30, and (c) CH3CN/13 






Figure 2-2-6. Plots of the ln k Values of Oligosaccharides in Various 
CH3CN/water Mixtures on MS-200T-PAA 
Column: MS-200T-PAA (174 mm × 200 μm I.D.), mobile phase: 60, 65, 70, 75, 80% 
CH3CN/ 13 mM NH4OCOCH3 pH 5.5, temperature: 30 °C, detection: 2.8 kV negative 
ESI - tandem quadrupole time-of-flight mass spectrometer (Q-TOF micro), solutes: 




























第３項 van Deemter plot および kinetics plot による評価 
 
第２章第１節第２項の Figure 2-1-3 に，MS-200T-PAA の HILIC モードにおけ
るヌクレオシド（アデノシン）に対する van Deemter plot を示した。本カラムは
最高性能のモノリス基材を用いていないにも関わらず，最適線速度条件下で H = 
10 μm 以下の高性能を示している。また，K = 5.1 × 10-14 m2 であり，市販の
ZIC-cHILIC 3 μm 並びに ACQUITY UPLC BEH HILIC 1.7 μm の 5～12 倍以上の高
透過性を示した。また，第２章１節３項の Figure 2-1-4 に，MS-200T-PAA の性能
限界を表す kinetics plot を示す。本プロットより，t0 = 20 s の高速条件下において，
N = 約 10,000 の理論段数を発揮し，t0 = 1,000 s の長時間分析条件下においては，
N = 130,000 以上の高理論段数を発揮できる可能性が示唆された。一例として，








Figure 2-2-7. Chromatograms Obtained for Nucleosides 
Column: MS-200T-PAA (200 mm × 200 μm I.D.), mobile phase: CH3CN/water (0.2% 
HCOOH) = v/v 90/10, temperature: 25 °C, detection: 254 nm, solutes: 1 uridine, 2 
guanosine, 3 adenosine, injection volume: 2 μL split injection, (a) u = 1.06 mm/s, ΔP = 








第２章第１節第４項で示した MS-200T-PAAm の糖類に対する van’t Hoff プロ
ットは，温度 30 - 80 °C 領域において直線性を示していた。同様に，MS-200T-PAA
を用いた中性糖（スクロース，トレハロース，ラフィノース）に対する van’t Hoff





次に，Figure 2-2-9 にイオン性化合物であるヌクレオシド類に対する van’t Hoff
プロットを示す。前述の中性糖に対するプロットと同様に，全てのヌクレオシ
ドに対して歪な曲線プロットが得られた。pKa = 10 の塩基性化合物であるグアノ
シンおよび 2-デオキシグアノシンに対しては温度 30 – 50 °C の範囲において
van’t Hoff プロットは負の傾きをとっている。これは式(2-1)より，保持によるエ
ンタルピー変化値 ΔH が正の値であり，移動相から固定相への移動の際に吸熱過
程を経由していることを示している。この現象は MS-200T-PAA を HILIC モード
で使用した場合の保持の要因は，親水性相互作用による分配の他にイオン交換
的な吸着相互作用が加わった mix モードであることを示唆する結果である。ま










Figure 2-2-8. van’t Hoff Plot of Underivatized Carbohydrates for 
MS-200T-PAA 
Column: MS-200T-PAA (171 mm × 200 μm I.D.), mobile phase: 80% CH3CN/ 13 mM 
NH4OCOCH3 pH 5.5, temperature: 30, 40, 50, 60, 70, 80 °C, detection: 2.8 kV negative 
ESI - tandem quadrupole time-of-flight mass spectrometer (Q-TOF micro), solutes: 


























Figure 2-2-9. van’t Hoff Plot of Nucleosides for MS-200T-PAA 
Column: MS-200T-PAA (171 mm × 200 μm I.D.), mobile phase: 80% CH3CN/ 13 mM 
NH4OCOCH3 pH 5.5, temperature: 30, 40, 50, 60, 70, 80 °C, detection: 2.8 kV negative 
ESI - tandem quadrupole time-of-flight mass spectrometer (Q-TOF micro), solutes: 
2-deoxycytidine (○), 2-deoxyguanosine (△), cytidine (□), guanosine (×) (each 10 





























第５項 保持に対する移動相 pH の効果 
 




中性糖は通常のシリカ系カラムを用いる HPLC で用いられる移動相 pH 条件下
（酸性 – 中性）において，分子状態が変化しない中性分子であることから，発
生する保持の変化は固定相の変化に由来すると考えられる。移動相には CH3CN 
/13 mM NH4OCOCH3（pH 5.4, 4.7, 4.1, 3.5）= v/v 75/25 を用いた。Figure 2-2-10(a)





MS-200T-PAAm を用いた同様の特性評価を実施した結果を Figure 2-2-10(b)に示
す。MS-200T-PAAm を用いた場合は MS-200T-PAA のような移動相 pH 変化に対
する k の変化は生じていない。これは，今回の pH 範囲内（pH 3.5 - 5.4）におい
て，MS-200T-PAAm 固定相の状態が変化していないことを示している。以上よ
り，MS-200T-PAA を HILIC モードで使用する際は，ターゲットに対してどのよ
うな保持を得たいかを吟味し，移動相の pH 条件を厳密に設定する必要がある。 
イオン性化合物を MS-200T-PAA により HILIC 分離する際には，移動相 pH の
設定に特に注意を払う必要がある。例としてヌクレオシド（9 種）を異なる移動
相 pH 条件下で分離した結果を示す（Table 2-2-3）。移動相には CH3CN /13 mM 
NH4OCOCH3 (pH 5.5) 又は 0.2% CH3COOH (pH 2.7) = v/v 90/10 を用いた。それぞ
れの pH 条件下において著しい溶出順および k の変化を確認した。比較として
Table 2-2-3 に MS-200T-PAAm による同じ溶質の pH 5.5 および pH 2.7 条件下にお
ける k の変化を示す。MS-200T-PAAm においては MS-200T-PAA で確認された溶
出順や k の著しい変化は確認されなかった。以上の結果より，MS-200T-PAA に
関しては固定相が解離状態にあるのか，又は非解離状態にあるのかで HILIC モ
ードにおける保持のメカニズムが大きく異なっていると考えられる。顕著な変





る一方，シチジン系，アデノシン系の 4 種の化合物群の k が飛躍的に上昇して

















定的に示す例として還元糖の HILIC 条件における分離結果を Figure 2-2-11 に示
す。Figure 2-2-11 は pH 5.5 の中性条件下における分離結果であり，固定相は解
離状態をとる。還元糖であるグルコースとマルトースに対してアノマーのスプ
リットピークを与えており，そのアノマー分離の程度は MS-200T-PAAm による
アノマー分離の程度と比較して大きい。しかし，移動相に 0.2% HCOOH（pH = 2）
を用いた場合，還元糖に対して単一のピークを与え，アノマー分離は全く生じ






















Figure 2-2-10. pH - ln k Plot of Underivatized Carbohydrates for MS-200T-PAA 
and MS-200T-PAAm 
Column: (a) MS-200T-PAA (174 mm × 200 μm I.D.), (b) MS-200T-PAAm (195 mm × 
200 μm I.D.), mobile phase: 75% CH3CN/ 13 mM NH4OCOCH3 pH 5.5, 4.7, 4.1, 3.5, 
temperature: 30 °C, detection: 2.8 kV negative ESI - tandem quadrupole time-of-flight 
mass spectrometer (Q-TOF micro), solutes: sucrose (○), trehalose (△), and raffinose 









































Table 2-2-3. Elution Order and k of Nucleosides for MS-200T-PAA and 
MS-200T-PAAm under pH 5.5 and 2.7 
Column MS-200T-PAA MS-200T-PAAm 
Solutes 
pH 5.5 pH 2.7 pH 5.5 pH 2.7 
k E.O. k E.O. k E.O. k E.O.
tymidine 0.27 1 0.29 1 0.38 1 0.37 1 
2d-uridine 0.36 2 0.37 3 0.49 2 0.47 2 
2d-adenosine 0.74 3 4.27 7 0.64 3 0.57 3 
adenosine 0.78 4 3.76 6 0.86 4 0.83 4 
uridine 0.88 5 0.35 2 0.86 5 0.83 5 
2d-cytidine 1.65 6 19.49 9 1.43 6 1.21 6 
2d-guanosine 3.08 7 2.53 5 1.77 7 1.80 7 
cytidine 3.57 8 18.18 8 2.22 8 1.89 8 
guanosine 5.27 9 2.49 4 3.05 9 2.85 9 







Figure 2-2-11. Separation of Glucose, Sucrose, Maltose, and Trehalose by 
MS-200T-PAA in HILIC mode under pH 5.5 Condition (Extract 
Ion Current Chromatogram (a) and Total Ion Current 
Chromatogram (b)) 
Column: MS-200T-PAA (178 mm × 200 μm I.D.), mobile phase: CH3CN/13 mM 
NH4OCOCH3 (pH 5.4) = v/v 80/20, temperature: 30 °C, detection: 2.8 kV negative ESI 
- tandem quadrupole time-of-flight mass spectrometer (Q-TOF micro), solutes: 1 
sodium dodecylsulfate, 2 α+β-glucose, 3 sucrose, 4 α+β-maltose, 5 trehalose (each 100 
μg/mL), injection volume: 50 nL.  
  




















Figure 2-2-12. NanoLC-ESI-MS Base Peak Chromatogram of a Mixture of 
Maltooligosaccharides by MS-200T-PAA in HILIC Mode under 
pH 2 Condition 
Column: MS-200T-PAA (146 mm × 200 μm I.D.), mobile Phase: CH3CN/water (0.2% 
HCOOH, pH 2) = v/v 80/20, temperature: ambient, detection 2.2 kV negative ESI - 
ion-trap mass spectrometer (LTQ), solutes: 1 glucose, 2 maltose, 3 maltotriose, 4 
maltotetraose, 5 maltopentaose, 6 maltohexaose, 7 maltoheptaose (each 10 μg/mL), 
injection volume: 50 nL. 
 

















































持が大き過ぎること，つまり，非可逆的な吸着が課題となる RPLC や IEC 用固
定相を調製する際に，固定相を減らすことにより，k をコントロールできるとい
う点で有用である。 
Figure 2-2-13にアクリル酸モノマーの仕込み量を 0, 10, 30, 50 μLと変化させて
調製したカラムによるピリジルアミノ化糖（PA 糖）の分離クロマトグラムを示
す。また，Table 2-2-4 にサンプルとして使用した PA マルトへプタオースの k の
変化をまとめる。重合修飾前のアンカー修飾のみのカラム（MS-200T-MAS）に
おいては全く保持が確認されなかったが，モノマー量の増加に伴い飛躍的に k
が増加し，修飾限界付近のモノマー仕込み量 50 μL の MS-200T-PAA においては









および Table 2-2-5 にまとめる。結果，モノマー仕込み量を増やすにつれてポロ
シティーが減少していることは明らかであり，修飾前に 88.7%あったポロシティ
ーがモノマー仕込み量 60 μL 時には 85%まで減少している。この結果から算出
された相比はモノマー仕込み量 30 μL（組成 1）の場合は 0.024，モノマー仕込み







対して組成 2 のモノマー濃度は 1.9 倍であり，開始剤濃度は 0.97 倍でほぼ同じ
であることを考慮すると，得られるポリマーの分子量は約 1.9 倍の差になると推




50 μL によって得られたポリマー（バイアル内で調製）に対して ESI－TOF MS
による m/z の測定を行った。結果，m/z = 500 – 2500 の領域にポリアクリル酸由







Table 2-2-4. Feed Compositions for MS-200T-PAA Columns and the Retention 
Factors Obtained for Pyridylamino Derivatives of Maltopentaose 
on Each Stationary Phase in CH3CN/ water = v/v 75 / 25 in the 
Presence of 0.2% HCOOH 
Column 







Retention factor (k) 
MS-200T-MAS a – – – 0.09 
MS-200T-PAA(10) 10 5 1 1.32 
MS-200T-PAA(30) 30 5 1 4.41 
MS-200T-PAA(50) 50 5 1 10.7 






Figure 2-2-13. Separation of 2-pyridylamino (PA-) Derivatives of Glucose 
Oligomers by MS-200T-PAA Columns Prepared by Using 10 – 50 
μL Acrylic Acid in the Feed 
Columns: (a) MS-200T-silica (200 mm × 200 μm I.D.), (b) MS-200T-PAA(10) (200 mm 
× 200 μm I.D.), (c) MS-200T-PAA(30) (200 mm × 200 μm I.D.), and (d) 
MS-200T-PAA(50) (200 mm × 200 μm I.D.), mobile phase: CH3CN/water (0.2% 
HCOOH) = v/v 75/25, temperature: 25 °C, detection: 254 nm. ΔP = 3.8 MPa, solutes: 1 
PA-arabinose, 2 PA-glucose, 3 PA-maltose, 4 PA-maltotriose, 5 PA-maltotetraose, 6 
PA-maltopentaose, 7 PA-maltohexaose, 8 PA-maltoheptaose (each 1 mg/mL), injection 
volume: 2 μL split injection (1/100).  














Figure 2-2-14. Calibration Curve of Size Exclusion Chromatography Using 
MS-200T-PAA Prepared by Various Condition (Concentrations of 
Aclylic Acid) 
Columns: MS-200T-MAS (○), MS-200T-PAA(30) (△) and MS-200T-PAA(60) (□) 
(each 200 mm × 200 μm I.D.), mobile phase: tetrahydroflune, temperature: ambient, 
detection: 210 nm, solutes: polystyrene standard and benzene. 
 
 
Table 2-2-5. Relationship of Phase Ratio and Feed Condition 
Parameters AA (0 μL) AA (30 μL) AA (60 μL) 
Total porosity 0.887 0.866 0.85 
Bonded phase - 0.021 0.037 
Phase ratio (Vs/Vm) - 0.024 0.044 


































移動相条件を採用したところ，bradykinin や substance P のような塩基性ペプチド
まで溶出した。MS-200T-C18 による RPLC と比較して，ペプチドの溶出順が異
なっていることが Figure 2-2-15(a)および Figure 2-2-15 (b)に示されている。まず，
疎水性アミノ酸残基が多く含まれる leu-enkephalin や met-enkephalin などの疎水
性ペプチドは MS-200T-C18 カラムに強く保持されている一方，MS-200T-PAA を
用いた HILIC の場合には保持はされているものの初期に溶出している。また
bradykinin や substanceP などの塩基性ペプチドは MS-200T-PAA に対して大きな
保持を示した。これは固定相が弱酸性であることによる酸 - 塩基の静電又相互
作用が 0.2% HCOOH 条件下の HILIC モードにおいても働いていることを示して
いる。また，MS-200T-C18 にはほとんど保持されない高極性なペプチド類も
MS-200T-PAA は良好に保持し，分離することが可能であった。一例として，非
常に高極性で MS-200T-C18 では t0 付近に溶出する γ-Glu-His（γ-EH）のジペプチ
ドや Asp-Ser-Asp-Pro-Arg（DSDPR)，Val-Gly-Ser-Glu（VGSE)は MS-200T-PAA を
用いたグラジエント溶出において大きな保持が確認された。 
またペプチドに対する HILIC モードにおいても，第２章２節１項の WCX モ
ードで確認された高速領域下での高性能分離が確認された（Figure 2-2-15(c)）。
すなわち，tg = 3 min という高速グラジエント条件下においても，tg = 10 min と同
様の分離プロファイルが得られた。今回，高速グラジエント検討について，通
常ポンプ耐圧 20 MPa までしか実施していないが，平衡化時間を含めて 5 min 以
内の分画で繰り返し分析を実施することが可能である。3 min のグラジエント溶
出でピーク幅の平均は約 3 s であったことから PC = 60 / 3 min であった。また，
もう一つの応用実験として Figure 2-2-16(a)および Figure 2-2-16 (b)に







における MS-200T-PAA の phosphorylase B トリプシン消化物に対する PC は 100 
/ 10 min であり，本結果は粒子径 3 μm 相当の C18 修飾粒子充填型カラムによる







Figure 2-2-15. NanoLC-ESI-MS Total Ion Current Chromatograms of Peptides 
(a) Column: MS-200T-C18 (224 mm × 200 μm I.D.), mobile phase: 5 – 50% CH3CN 
(0.2% HCOOH) in 10 min linear gradient; (b) column: MS-200T-PAA (190 mm × 200 
μm I.D.), mobile phase: 90 – 10% CH3CN (0.2% HCOOH) in 10 min linear gradient; 
(c) column: MS-200T-PAA (190 mm × 200 μm I.D.), mobile phase: 90 – 10% CH3CN 
(0.2% HCOOH) in 3 min linear gradient followed by 0.5 min hold, ΔP: 20 MPa, 
detection: 3 kV positive ESI - tandem quadrupole time-of-flight mass spectrometer 
(Q-TOF micro), solutes: 1 γ-EH, 2 DSDPR, 3 VGSE, 4 bradykinin fragment1–5, 5 
[Arg8]-vasopressin, 6 bradykinin, 7 LHRH, 8 oxytosin, 9 met-enkephalin, 10 bombesin, 
11 substance P, 12 leu-enkephalin for (a) and (b), samples 4 – 12 (9 peptides) for (c), 






Figure 2-2-16. NanoLC-ESI-MS Base Peak Chromatograms of Phosphorylase B 
Tryptic Digest 
Detection: 3 kV positive ESI - tandem quadrupole time-of-flight mass spectrometer 
(Q-TOF micro). Solute: phosphorylase B tryptic digest, sample concentration: 1 
nmol/mL, injection volume: 50 nL.  
(a) Column: MS-200T-C18 (238 mm × 200 μm I.D.), mobile phase: 5 – 60% CH3CN 
(0.2% HCOOH) in 10 min linear gradient, (b) column: MS-200T-PAA (190 mm × 200 
















 重合度の増大，つまり k の増大を志向した仕込み組成では，容易にカラムの
詰りが発生し，洗浄不可能となることから，特にメートル長のロングカラム
































MS-100H-UP の HILIC モードにおけるカラム基礎性能評価として，溶質にヌ
クレオシド（シチジン）を用いた van Deemter plot および kinetics plot，更には透
過率 K の結果を第２章１節３項の Figure 2-1-3 および Figure 2-1-4，更には Table 
2-1-1 に示す。今回調製した MS-100H-UP は，前述の MS-200T-PAAm および
MS-200T-PAA と比較してモノリス基材が異なっており，メートル長のロングカ
ラムフォーマットへの展開を意識した高透過性を有する第一世代 hybrid モノリ
ス基材を用いた。本基材を用いることにより，H - u 性能（特に，高速領域下に
おける性能）は第二世代モノリスより劣る結果となったが，MS-200T-PAAm お
よび MS-200T-PAA と比較して 2 倍以上の高透過性を獲得することが可能であり，
結果としてメートル長ロングカラムフォーマットによる長時間分析の最大性能
は遥かに優れる結果であった。（汎用 HPLC 条件下，t0 = 10,000 s，N = 800,000 の
発現が可能） 
一例として，Figure 2-3-1(A)に L = 4 m の長い MS-100H-UP を用いた高極性化
合物（核酸塩基並びにヌクレオシド）の高性能分離の結果を示す。また，対象
として L = 30 cm の汎用的長さの MS-100H-UP を用いた同様の分離結果を Figure 
2-3-1 (B)に示す。L = 4 m のメートル長 MS-100H-UP は，核酸塩基並びにヌクレ














Figure 2-3-1. Chromatograms of Nucleosides Using MS-100H-UP by Changing 
the Column Length, 30 cm and 4 m 
(A) Column: MS-100H-UP, 30 cm length x 100 μm I.D., split flow: ΔP = 0.9 MPa, u = 
1.12 mm/s, (B) column: MS-100H-UP, 4 m length x 100 μm I.D., split flow: ΔP = 7.3 
MPa, u = 0.98 mm/s, mobile phase: CH3CN/15 mM ammonium acetate (pH 4.7) = 
90:10 (v/v), sample: mixture of ten nucleosides (10 μg/ mL each), injection volume: 50 
nL, detection: 254 nm, solutes: 1, toluene; 2, thymine; 3, uracil; 4, 5-methyluridine; 5, 





















































N = 3.8 × 105 
N = 2.3 × 105
N = 3.2 × 105







（MS-100H-C18 を用いた RPLC との比較考察） 
 
ヒト子宮頸癌細胞（HeLa 細胞）中に存在する 1 μg のタンパク質群に対してト
リプシン消化を行ったペプチド混合試料を L = 2 mのメートル長MS-100H-UPで
HILIC 分離した（Figure 2-3-2）。本クロマトグラムより得られたペプチド混合物
に対する PC は tg = 4 h に対して PC = 360 であった。（同定されたペプチドピー
クの全半値幅（FWHM） = 約 0.4 min, SD = 0.3 min, n = 226） 本結果は，同じく
メートル長の C18 修飾モノリス型シリカキャピラリーカラムを用いたペプチド









が高く，tg = 4 h のような長時間グラジエント溶出を用いた繰り返し分析の結果，
ランダムに選択した 14 種のペプチドに対して保持時間の RSD = 2%以下であっ
たことから，十分な保持再現性を有していることを確認した。 
本分析により得られた HeLa 細胞中に存在する 1 μg のタンパク質群に対して
トリプシン消化を行ったペプチド群の同定数は，同様の長さ（L = 2 m）の
MS-100H-C18 並びに同様のグラジエント時間（tg = 4, 8 h）を用いた既存のシス
テム（RPLC をベースとする nanoLC-ESI-MS）による同定数と比較して同程度の
結果であった。（HILIC：ペプチド同定数 = 10,562，タンパク同定数 = 2,605 個, 
RPLC：ペプチド同定数 = 12,118，タンパク同定数 = 2,529） また，更に興味深
いことに MS-100H-UP を用いた HILIC システムによる同定ペプチドの約 40%が
RPLC ベースの既存のシステムでは同定されなかったユニークなペプチドであ
















RPLC と HILIC の直交性が最も大きいことを報告している[49]。Figure 2-3-4 に，

























Figure 2-3-2. NanoLC-ESI-MS Base Peak Chromatogram of Tryptic Peptides 
from HeLa Cell Lysate Proteins, Obtained by Using 2 m-long 
Column of MS-100H-UP 
Column: MS-100H-UP, 2 m × 100 μm I.D., sample: 1 μg of tryptic peptides from HeLa 
cell lysate proteins, flow rate: 500 nL/min.  Mobile phases consisted of (A) 0.5% 
CH3COOH in 10% CH3CN and (B) 0.5% CH3COOH in 95% CH3CN.  A two-step 
linear gradient of 100 % to 80 % B over 4 h, 80 % to 0 % B for 10 min, and 0 % B for 
10 min was employed.  Detection: 2.4 kV positive ESI - ion-trap mass spectrometer 
(LTQ).  The mass spectrometer was operated in data-dependent mode to automatically 
switch between MS full Scan and MS2.  The MS scan range was m/z 300 to 1500, and 
the top precursor ions were selected from the MS scan for subsequent MS/MS scans by 












Number of uniquely 
identified peptides 




4 1 8072 2150 
MS-100-UP 
(2m) a 




- - 10562 2605 
MS-100-C18 
(2m) a 
4 1 8358 1992 
MS-100-C18 
(2m) a 




- - 12118 2529 
a Single analysis was carried out. 










Figure 2-3-3. Comparison of the Number of Identified Peptides Obtained on the 
HILIC and RPLC Using MS-100-UP and MS-100-C18 
Column: MS-100H-UP, 2 m × 100 μm I.D. for HILIC, sample: 1 μg of tryptic peptides 
from HeLa cell lysate proteins, flow rate: 500 nL/min.  Mobile phases consisted of (A) 
0.5% CH3COOH in 10% CH3CN and (B) 0.5% CH3COOH in 95% CH3CN.  A 
two-step linear gradient of 100 % to 80 % B over 4 h or 8 h, 80 % to 0 % B for 10 min, 
and 0 % B for 10 min was employed.  Column: MS-100H-C18 for RPLC, 2 m × 100 
μm I.D., sample: 1 μg of tryptic peptides from HeLa cell lysate proteins, flow rate: 500 
nL/min.  Mobile phases consisted of (A) 0.5% CH3COOH and (B) 0.5% CH3COOH in 
80% CH3CN.  A two-step linear gradient of 5 % to 40 % B over 4 h or 8 h, 40 % to 
100 % B for 5 min, and 100 % B for 10 min was employed.  Detection: 2.4 kV positive 
ESI - tandem quadrupole time-of-flight mass spectrometer (TripleTOF 5600).  Results 
obtained from two analyses (tg = 4 and 8 h) were merged.  Other conditions including 











Figure 2-3-4. Orthogonality Plot of Normalized Retention Times for Identified 
Peptides in HILIC with MS-100H-UP and RPLC with 
MS-100H-C18 
n = 4,282 (number of the peptides co-identified in both modes with tg = 8 h, single 
analysis).   
Column: MS-100H-UP, 2 m × 100 μm I.D., sample: 1 μg of tryptic peptides from HeLa 
cell lysate proteins, flow rate: 500 nL/min.  Mobile phases consisted of (A) 0.5% 
CH3COOH in 10% CH3CN and (B) 0.5% CH3COOH in 95% CH3CN.  A two-step 
linear gradient of 100 % to 80 % B over 8 h, 80 % to 0 % B for 10 min, and 0 % B for 
10 min was employed.  Column: MS-100H-C18, 2 m × 100 μm I.D., sample: 1 μg of 
tryptic peptides from HeLa cell lysate proteins, flow rate: 500 nL/min.  Mobile phases 
consisted of (A) 0.5% CH3COOH and (B) 0.5% CH3COOH in 80% CH3CN.  A 
two-step linear gradient of 5 % to 40 % B over 8 h, 40 % to 100 % B for 5 min, and 





















































良く用いられている GRAVY（Grand Average of Hydropathy）[83]）の違いを認識
し，分離検出する可能性を有する。 
MS-100H-UP および MS-100H-C18 を用いた HILIC および RPLC により分離溶
出したペプチドの GRAVY プロファイルを Figure 2-3-5(A)および Figure 2-3-5(B)
に示す。HILIC システムにより同定されたペプチド群の GRAVY は，保持時間（RTs）
に対して負の相関を示し，親水性ペプチドを強く保持する傾向が明確に示され
た一方，RPLC ではその逆の相関が得られた。 
次に，Figure 2-3-6(A)および Figure 2-3-6(B)に MS-100H-UP を用いた HILIC お
よびMS-100H-C18を用いたRPLCにより分離溶出したペプチドの pIプロファイ











ERLIC モードとしての MS-100H-UP の特性を更に詳細に考察するために，近


















のアミノ酸残基である Asp や Glu がペプチドの保持に強く寄与していることが
確認された。また，注目すべきは，親水性並びに塩基性アミノ酸残基である His，
Lys，Arg がペプチドの保持時間を顕著に減少させる点であり，この点に関して
は過去に報告されている一般の HILIC モード[85][86]と異なり，MS-100H-UP は
ペプチドに対して ERLIC モード様の保持特性を与えることを示唆している。 
更に，MS-100H-UP 固定相表面の荷電 pH 状態を検証するために，河内らによ
って報告された HILIC 固定相の特性評価法を適用実施した[87]。河内らの報告に
従い，キサンチン誘導体であるテオフィリン（pKa = 8.6）およびテオブロミン（pKa 
= 10）を試験サンプルとして分離した結果，より酸性度が強いテオフィリンが若



















MS-100H-UP を用いた HILIC システムにおいて，共通に同定された 4,282 個のペ
プチドに対して平均で約 5 倍の検出感度を得た。また，Figure 2-3-8 に示されて










Figure 2-3-5. Plots of Retention Times and GRAVY Values for Identified 
Peptides in the HILIC Mode with MS-100H-UP and in the RPLC 
Mode with MS-100H-C18 







































Figure 2-3-6. Plots of Retention Times and pI Values for Identified Peptides in 
the HILIC Mode with MS-100H-UP and in the RPLC Mode with 
MS-100H-C18 
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Table 2-3-2. Amino Acid Retention Coefficients for Peptide Separation by 
HILIC and RPLC 
Amino acid residue 
Retention coefficients a 
MS-100H-UP (HILIC) MS-100H-C18 (RPLC) 
Ala 11.72 41.74 
Arg -75.62 -48.73 
Asn 45.66 12.29 
Asp 162.33 41.60 
Carbamidomethyl Cys 41.42 23.83 
Gln 42.11 21.76 
Glu 101.93 40.80 
Gly 39.44 13.66 
His -55.02 -63.12 
Ile -12.34 143.00 
Leu -14.11 159.26 
Lys -85.96 -60.77 
Met -11.10 120.20 
Phe -11.16 191.49 
Pro 26.31 36.07 
Ser 45.72 20.89 
Thr 29.91 33.91 
Trp -8.23 218.21 
Tyr 20.95 99.21 
Val -2.68 88.37 
Free term, b0 -26.17 -156.83 
a Retention coefficients were obtained by regression analysis based on the equation 







Figure 2-3-7. Comparison of MS Intensity for Identified Peptides in HILIC by 
MS-100H-UP and RPLC by MS-100H-C18 

















































Figure 2-3-8. Intensity Ratio of HILIC/RPLC Modes against the Intensity of 
Peptides from RPLC System 
Conditions were described in Figure 2-3-4. 
 






















































































単独の分離性能の向上を企図して，N 並びに PC を指標とするシミュレーション
を実施することにより，HPLC 条件の最適化を行った。その結果，最大の PC を
得るための L および tg に関する知見が得られ，当該シミュレーションを用いる
ことにより，実際のショットガンプロテオミクスにおけるペプチドおよびタン
パク質の同定数が最大化されることを確認した。また，高い PC を得るためのも






































た University of California at Davis, Department of Molecular and Cellular Biology  

























最後に，本研究にあたり，応援してくれた父 進，母 直子，義父 河合芳美，


















































































1.6. LC-MS による応用研究に用いた試薬 
 
・トウモロコシ，大豆およびシロイヌナズナ抽出物： 
University of California at Davis, Department of Molecular and Cellular Biology  




15 cm 直径プレート上で培養した PC-9 cell（5 × 107 cell）に対して，1 mL のリン
酸緩衝液を加えて粉砕抽出後，遠心分離を実施し，上澄み液中に存在するタン
パク質含量を定量キット（Bio-Rad）によって測定した。その後，500 mM トリ
ス塩酸緩衝液 pH 8.5 により pH を調節後，8 M 濃度となるように尿素を添加し
た。これらの混合溶液に対して，ジチオスレイトール（DTT）（和光純薬）およ
びヨードアセトアミド（IAA）（和光純薬）を加えて還元アルキル化を実施した
後に，PD-10 カラム（GE Healthcare Life Sciences）にて脱塩処理を実施した。そ
の後，リジルエンドペプチダーゼ（Lys-C）（和光純薬）を加えて 37 °C 条件下で






15 cm 直径のプレート上で培養した HeLa cell（5 × 106 cell）に対して，1 mL の
Phase transfer surfactant（PTS）溶液 a を加え，懸濁後，95 °C にて 5 min 加熱し





合溶液に対して，DTT および IAA を加えて還元アルキル化を実施した後に，50 
mM 炭酸アンモニウム水溶液で 5 倍に希釈後，Lys-C を加えて 37 °C 条件下で 3 h
消化した。その後，トリプシンを加えて 37 °C 条件下で 24 h 消化した。得られ
た溶液に対して，同量の酢酸エチルを添加し，最終濃度が 0.5%となるように TFA
を添加した。遠心分離を行った後に，上層の酢酸エチル層を除去し，真空乾燥




a PTS 溶液： 
水，120 mM SDC（デオキシコール酸ナトリウム），120 mM SLS（ラウロ 







ユニット恒温槽：THERMO MINDER DX-10（タイテック） 
オーブン：Constant Temperature Oven DN 400（ヤマト) 
恒温炉：Muffle Furnace FP 42（ヤマト） 
 
2.2. HPLC および MS 装置 
 
送液ポンプ    ：PU611（ジーエルサイエンス） 
         ：LC-20AD prominence（島津製作所） 
         ：Agilent 1100（Agilent Technologies） 
         ：Ultimate3000 nano-flow pump（Thermo Scientific） 
インジェクター  ：RHEODYNE 7725（IDEX Health & Science） 
：VALCO C4-00R-.05 (or 02)（VICI） 




カラムオーブン  ：CO-631C（ジーエルサイエンス） 
紫外吸収検出器  ：CE-1575 UV（日本分光） 
    ：MU701（ジーエルサイエンス） 
UV データプロセッサー：EZChrom Elite （ジーエルサイエンス） 
質量分析計    ：LTQ（Thermo Scientific） 
         ：Q-TOF micro（Waters） 
         ：TripleTOF 5600 (AB SCIEX) 
MS データプロッセッサー：Xcalibur（Thermo Scientific） 
            ：MassLynx（Waters） 
            ：Analyst（AB SCIEX） 
ペプチドおよびタンパク質同定・解析ソフト：Xome（三井情報開発株式会社） 









100 μm 又は 200 μm I.D.，375 μm O.D.のフューズドシリカキャピラリ （ーmolex）
に 1 M 水酸化ナトリウムを送液し， 
40 °C で 3 h 放置した。次に 1 M 塩酸で洗浄を行った後，超純水，アセトン 
の順に洗浄を行い，乾燥した。 
 
3.2. Hybrid 型モノリス型シリカキャピラリーカラムの調製 
 
氷冷下で PEG 1.8 g と尿素 4.0 g に 0.01 M CH3COOH 40 mL を加えて 30 min 撹
拌した。混合溶液に TMOS と MTMS の混合アルコキシシラン（3:1 v/v）を 18 mL
滴下し 30 min 撹拌を行った。混合溶液を PTFE フィルター（0.45 μm）でろ過し
た。この混合溶液を内壁処理済のフューズドシリカキャピラリー中に注入し，




た状態でこのキャピラリーを 90 °C 加熱エージング処理し（24 h），その後 120 °C
で熱処理を 4 h 行った。熱処理を行うことにより骨格の再結合，および尿素の分
解により発生するアンモニアによるシリカの溶解によるメソポアの形成を行っ
た。その後，キャピラリー内を CH3OH で洗浄した。最後に 330 °C 電気炉内で
キャピラリー内を完全に乾燥熱処理を行い，hybrid 型モノリス型シリカキャピラ
リーカラム b を得た。 
b 本 hybrid 型モノリス型シリカキャピラリーカラムを第一世代モノリスと呼ぶ
[21]。 
 
3.3. TMOS 型モノリス型シリカキャピラリーカラムの調製 
 
氷冷下で PEG 11.9 g と尿素 9.0 g に 0.01 M CH3COOH 100 mL を加えて 30 分
間撹拌した。混合溶液に TMOS 56 mL を加えて再び 30 min 撹拌した。その後，
混合溶液を PTFE フィルター（0.45 μm）でろ過した。この混合溶液を内壁処理
済のフューズドシリカキャピラリー中に注入し，25 °C で 24 h 反応を行いゲル化
させた。次に，両端を 0.06 g/mL 尿素水に浸した状態でこのキャピラリーを 90 °C
加熱エージング処理し（24 h），その後 120 °C で熱処理を 3 h 行った。熱処理を
行うことにより骨格の再結合，および尿素の分解により発生するアンモニアに
よるシリカの溶解によるメソポアの形成を行った。その後，キャピラリー内を
CH3OH で洗浄した。最後に 330 °C 電気炉内でキャピラリー内を完全に乾燥熱処
理を行い，TMOS 型モノリス型シリカキャピラリーカラム cを得た。 
c 本 TMOS 型モノリス型シリカキャピラリーカラムを第二世代モノリスと呼ぶ
[21]。 
 




オクタデセン 25.24 g をトルエン約 20 mL に溶解させ，塩化白金酸を少量加え















       acid
Octadecene Octadecyldimethylchlorosilane
                  (ODS)
Dimethylchlorosilane
 
次に，ジエチルアミン 6 mL をとり，それに ODS 4.25 g とヘキサン約 2 mL を
加え 37 °C 恒温槽中で 1 h 攪拌した。生成した塩をメンブランフィルターで除去















最後に，得られた ODS-DEA を 20%(v/v)トルエン溶液として，C18 修飾シリル
化剤とした。 
 
4.2. モノリス型シリカキャピラリーカラムの ODS-DEA によるシリル化 
 
THF，トルエンで置換した 100 μm I.D.の hybrid 型モノリス型シリカキャピラ
リーカラム，および 200 μm I.D.の TMOS 型モノリス型シリカキャピラリーカラ
ムに上記の 20% ODS-DEA トルエン溶液を反応温度 80 °C 下，1 MPa にて圧力送
液した。その後，トルエン，THF の順でキャピラリー内の洗浄を行うことによ





CH3OH，トルエンで置換した 100 μm I.D.の hybrid 型モノリス型シリカキャピ
ラリーカラムにウレイドプロピルトリメトキシシラン（UPTES），トルエン，ピ
リジン混合溶液（体積比 v/v/v 2:3:3 又は w/v/v 1:2:2）をシリンジポンプを用いて






















アミノプロピルトリエトキシシラン（APTES）25 mL，トリエチルアミン 25 
mL をトルエン 50 mL に溶解した。氷冷下で塩化メタクリロイル 15.6 mL とトル








CH3OH，トルエンで置換した 200 μm I.D.の TMOS 型モノリス型シリカキャピ
ラリーカラムに MATES，トルエン，ピリジン混合溶液（同一体積比）をシリン




















モノマーの構造とその略号および重合条件を Table 1 にまとめた。また，カラ
ム名称は以下の取り決めにより決定した。 
 
（例） MS - 200 T - PAA 
   ①  ② ③ ④ 
①：モノリス型シリカカラム，②：カラム内径（μm），③：TMOS 型 or Hybrid
型，④：固定相の種類 
 
















30 μL c 




40 mg 5 1,000 60 1 
a Initiator: APS (ammonium persulfate) 
b Sovent: water 
c Composition of monomer was changed in the range of 10 – 60 μL to control the 
amount of stationary phase. (See the section, 2.2.6.)  Basically, the composition of 30 











Figure 2 にスプリット注入 HPLC 装置の概略図を示す。長さ 25 cm，200 μm I.D.












6.2. モノリス型シリカキャピラリーカラムの HPLC 評価（２） 
 
























ことにより，そこから電圧印加する nano-ESI ソースを用いた。ESI スプレーチ
ップには PicoTip EMITTER（FS360-50-30-D-5）（New Objective），又は MonoSpray 
FS（50 μm I.D. × 50 mm）（ジーエルサイエンス），又は Sutter P-2000（Novato）





ペプチド類を同定する nanoLC-ESI-MS/MS 検討の際，MS スキャンレンジは
LTQ および TripleTOF 5600 共に m/z = 300 − 1500 とした。TripleTOF 5600 の MS
設定条件に関して，MS フルスキャンを 0.25 s 実施後，続いて検出強度が強い順
に 10 個の成分に対してそれぞれ 0.1 s の MS/MS 分析を実施した。同一のプリカ
ーサーイオンを繰り返し選択する回数を低減するために，一度スキャンしたプ




6.5. LC-MS/MS データ解析とペプチドおよびタンパク質の同定 
 
生体試料中（本研究においては，PC-9 cell および HeLa cell）のタンパク質消
化ペプチドを nanoLC-ESI-MS/MS により分析後，ピークリストおよびピークの
保持時間や強度等を得るためのデータ解析のために，Mass ++ソフトウェア並び
に Xome ソフトウェアを使用した。ペプチドおよびタンパク質の同定は NCBInr




又は 1.2 Da，プロダクトイオンに対して 0.8 Daのmass閾値を設定した。TripleTOF 
5600 を用いた場合はプリカーサーイオンに対して 20 ppm の mass 閾値，プロダ
クトイオンに対して 0.1 Da の mass 閾値を設定した。なお，両実験共に，トリプ
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